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@ Vorrichtung und Verfahren zur Durchfuhrung von Fluoreszenzimmunotests 

(§) Die Erfindung batrifft eine Vorrichtung und ein Verfahren 
zur Durchfuhrung von insbesondere quantitativen Fluores- 
zenzimmunotests mittels Evanesoentfeidanregung. Dabet 
konnan verschiedenste bekannta biochemische Assays von 
allgemeinen Rezeptor-Ugand-Systemen zugrunde gelegt 
werden. Bavorzugt werden jedoch Antikdrper-Antigen-Sy- 
steme bewertet Dabel sollen mit einer sahr ainfach aufge- 
bauten Vorrichtung quantitative Fluoreszenzimmunotests 
mit verschiedenen bekannten biochemischen Assays durch- 
gafuhrt werden kdnnan. Dazu wird mindestens eine nahezu 
monochromatisches Ucht aussendende Uchtquelle (7, 7'), 
die Uchtstrahlen mit einer Fluoreszenz eines am Antikdrper 
gebundenen Mariderungsstoffes hervorrufenden Wellanign- 
ge aussendet verwendet. Die Uchtstrahlen werden in etnem 
durch eine vorgebbare Eindringtiefe d fur das evanescente 
Feld bestimmten Winkel a auf eine Grenzflache (20) zwl- 
schen einar optisch transparenten Bodenplatte (1) aus 
Materia L dessen Brechungsfndex n, grdSer Ist als der 
Brechungsfndex des Materials oberhalb der Grenzfifiche 
(20) und einem kuvettenfdrmlg ausgabildeten Aufnahmebe- 
reich (2) fur die Probe gerichtet Der Aufnahmebereich (2) tst 
auf der entgegengesetzt zur Bodenplatte (1) angeordneten 
Seite mit einer Deckplatte (3) abgedeckt und ein Detektor (5) 
zur Erfassung des Fluoreszenzlichtes ist gletchseitig zur 
Bodenplatte (1). wie die Uchtquelle (7) angeordnet. 
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Beschreibiing nen Detektor zur Intensitatsmessung gerichtet werden 

kann. Neben dexn bereits erwdhnten nachteiligen kom- 

Die Erfindung betrifft eine Vorrichtung zur Durch- ptizierten und aufwendigen Aufbau erfordert dieses Sy- 

fiihniiigvoninsbesonderequandtativenFluoreszenzim- stem vor bzw. nadi Durchfuhrung eines Testes eine 

mtinotests mittels Evanescentfeldanregung. Dabei kon- 5 Reinigung sowoh! der Pumpen, wie auch des gesamten 

nen verschiedenstc bekannte bk>cheniische Assays von Kanalsystems, um nachfolgende MeBfehler ausschlie- 

allgemdnen Rezq>tor-IJgand Systemen, wie z. E Anti- Ben zu konnen. 

kdrper-Amigen, Lectin-Kohlenhydrat, DNA oder In WO 90/06503 ist ein Sensor beschrieben, bei dem 

RNA-komplementire Nukleinsiure^ DNA oder RNA- Anregungslicht in einem geeigneten Winkel durch ein 

Protein, Hormonrezeptor, Enzym-En2ynioofaktoren, «> Substrat auf eine GrenzflSche zu einer Pufferschicht 

Protein G oder Protein A-Immunglobin oder Avidin- gerichtet wird. Qber der dne zusitzfidie WeUenleiter- 

Biotin zugrunde gelegt werden. Bevorzugt werden je- schicht aufgebracht ist an der wiederum die zu bestim- 

doch Antikdrper-Antigen Systeme bewertet raenden Analyten gebunden werden. Die Probe soli dort 

Fiuoreszenzimmunotests oder auch Fluoreszenzim- in einra Hohlraum durch Kapillarkrafte emffihrbar sein. 

munosensoren werden ublicherweise bereits seit lange- 15 Es ist daher Aufgabe der Erfindung, eine MogKchkeit 

rer Zdit eingesetzt und sie dienen dazu, hauptsSchfich in zu schaffen, mit einer sehr einfach aufgebauten Vorrich- 

einer flQssigen Probenmatrix eine unbekannte Menge tung quantitative Fiuoreszenzimmunotests mit ver- 

einer bestnnmten chenuschen oder biodiemischen Sub- schiedenen bekannten biochemlscfaen Assays durcfafOh- 

stanzzuquantiifiziereiL Dabei werden Antikorperselek- renzukonnea 

tiv an die zu bestimmoide Substanz gebundrau Die zu 20 Erjfindungsgem&B wird diese Aufgabe durch die im 

bestimmende Substanz wud vom Fachmann auch als kennzeichnenden Teil des Anspruchs 1 enthahenen 

Antigen bezeidmet Bei den Fiuoreszenzimmunotests Merionale fur die Vorrichtung und den M erkmalen des 

werden die analytspe^chen Antikdrper mit dnem Anspruchs 19 f0r das Verfahren geldst Vorteilhafte 

Markierungsstoff maridert, der bei einer bestimmten Ausgestahungsfonnen und Weiterbildungen der Erfm- 

stoff speziHschen Wellenlange Xcx optisch angeregt wird 25 dung ergeben sich mit der Verwendung der in den un- 

und das Fluoreszenzlicht mit einer anderen WeUenlin- tergeordneten Anspriichen enthaltenen Merkmale. 

ge, die in der Regel groBer ist, mit einem gceigpeten Mit der erfindungsgemaB ausgebildeten Vorrichtung 

Detektor unter Auswertung der Fluoreszenzlichtmten- kdnnen Fiuoreszenzimmunotests in verschiedenen Pro- 

sitat genutzt Die Ausnutzung der Evanescentfeldanre- zeBablSufen (Assays) durchgefOhrt werden. So besteht 

gung bei der Durchfuhrung solcher Fluoreszenzimmu- einmal die Mdglichkeit der Durchfuhrung von kompeti- 

notests respektive den Fluoreszenzimmunosensoren tiven Assays, und es kdnnen aber auch Sandwichassays 

gehdrt bereits zum Stand der Technik. und andere bekannte Assayformen genutzt werden. 

So sind verschiedene LSsungen bereits in Mit der erfindungsgemaBen Vorrichtung wird ahnlich 

WO 94/27137. von RA. Badlay, RAJL Drake, LA. gearbeitet, wie dies bereits un Stand der Technik be- 

ShankStF^RS^AJil Smith und PJt Stephenson m"Opti- 35 kannt ist Dabei wird als Markierungsstoff ein Fhioro- 

cal biosensors for Inununoassays: fluorescence capilla- phor verwendet und mit diesen ana^pe^schen And* 

Ty-findevk:e*,PhiLTVans.ILsoaLund.B316^143bis 160 kdrper markiert Der gebundene Fluorophor wird nut 

(1987) und D. Oiristenseo, S. Pyer, D. Powers and J. cmer Evanescentfeldanregung angeregt und die FIuo- 

Herron, ''Analysis of Esdtadon and CoQecticm Geome- reszennntensital; die dadurch hervorgerufen worden 

tries for Pianar Waveguide Imraunosensors*, Proa « ist, ermdglicht die Quantifizierung der mariderten And- 

SPIE-Int Soa Opt Eng. VoL 1886, Fiber Optic Sensors k6rper,undso wuxlauchder Analytquantifizierban 

in Medical Diagnostics, 2 bis 8 (1993) beschrieben. Die Bei der Vorrichtung nach der Erfindung wird licht 

bekannten Losungen haben jedoch generell den Nach- einer Lichtquelle unter emem \^^el a auf die Grenz- 

teil, daB sie einen relativ hohen Aitfwand erforderlich flachczweierMedienmitunterschiedlichemBrechungs- 

machen, um das Licht das zur Erzeugung der Fluores- index geriditet Dabei wird eine lichtquelle ausgewahlt 

zenz erforderlich wird, in einen lichtieiter einzukoppein die nahezu monodux>matisches Licht mit emer Wellen- 

bzw. das FIuoresz^izGcht auszukoppehi, die ein wesent- ISnge aussendet die geeignet ist den Markierungsstoff, 

licher Bestandteii fur die bisher iiblicherw^e verwen- in diesem Fall das Fluorophor, anzuregen. Als licht- 

detenVorricfatungensuuL quelle eignen sich dabei insbesondere Laserdioden, da 

Daneben ist m US 3339350 eine Losung beschrieben, so diese ein geeignetes Strahlproffl und eine ausreichende 

bei der Fluoreszenzimmunoassays mittels Evanescent- lichtidstung; bei kleiner BaugrSBe und geringem Ener- 

feldaiu^gungdurchgefUhrt werden. gieverbrauchaufweisen. 

Dabei wird Licht einer Lichtquelle m einen Winkel Es kdnnen aber auch andere monochromatisches 

durch ein Prisma auf eine Grenzflache gerichtet, so daB Licht aussendende Lichtquellen Verwendung finden. 

Totah^fiektion auf tritt und die hervorgeruf ene Fluores- 55 Der Winkel a mit dem das ausgesendete Licht auf die 

zenz in einer Probe mit einem Detektor gemessen wer- Grenzflache gesendet wird, bestinunt neben dem Bre- 

den kann. Das gesamte Probenvolumen ist hierbei in chungsmdex, des un Strahlengang vor der Grenzflache 

einem abgeschlossenen und abgedichteten Raum aufge- angeordnetcn Materials und dem sich daran anschlle- 

nommen, so daB infolge des relativ groBen Probenvolu- Benden Material gemeinsam mit der Wellenlange des 

mens lediglich eine diffusionskontroUierte Endpunktde- «> Uchtes, die Eindringtiefe d fOr das evanescente Feld. 

tektion erfolgen kann, die fehlerbehaftet ist Dabei muB der Brediungsindex m des Materials, das im 

In WO 90/05295 ist em optisches Biosensorsystem be- Strahlengang vor der Grenzfladie angeordnet ist Total- 

schrieben, bei dem dne aufwendige Optik Anregungs- reflexion an der Grenzflache ermdglichen und soUte da- 
licht auf sensitive Berdche eines ebenf alls aufwendigen her groBer als der Brechungsindex m des anderen, da- 

Kanalsystems; durch das Probenvolumen mittels ge- ^ nach angeordneten Materials seiiL Der Winkel a wird 
steuerten Ventilen und Pumpen gfiMsrt wird, gerichtet bevorzugt so gewahlt daB gilt: sin(a) > nz/ni. Wud 
werden kann und das durch Fenster aus den sensltiven diese Voraussetzung erfOUt wird alles Licht an der 

Bereichen austretende RuoreszenzUcht wieder auf ei- Grenzflache reflektiert und somit Totaheflexion er- 
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reicht Bei Erfullupg dieser Bedingung, dringt jedoch em angepaBt an die lichtqiieOe durchlaBt 
relativ kleiner Tell des Lichts durdx die Grenzflaclie m Voiteilhaft kann auch dn zweiter relativ brettbandi- 
das Material das im Strahlengang nach der GrenzflSche ger Fiher (Emissionsfiher) vor dem Detektor angeord- 
angeordnet ist, ein und das evanescente FcW entstefat net werdca Dieser Filter verhindert, daQ im Material 
Die Hndringtiefe d wird dadurch definiert; dafi de der * der Bodenplatte mid bei der Reflexion an der GrenzflS- 
Entfemmig von der Grenzflache entspricht, bei der die che gestreutes Licht der Uchtqueile auf den Detektor 
Intensitat des evanescenten Feldes auf den Wert 1 durch gclangt mid das MeBergebnis verf alsdit FQr die beiden 
e abgef alien ist, wobei e gleich der Basis des naturiichen Filter bieten sich gunstigerweise Interferenzfilter aa 
Logarithmus ist Die Eindringtiefe d laSt sich mit der Besonders vorteilhaftist es,polarisiertes licht anf die 
folgenden Gleichmig berechnen: zu bestimmende Probe zu richten. Hierfflr kann m den 

Strahlengang des Lichtes im AnschhiB an die lichtquel- 
le ein Polarisator angeordnet werden. 

1 Bd polarisierter Anregung md Detektion wird in 

" 2n r"2 .2/1 5 15 Sfinstigerweise ausgenatz^ daB die Huorophore der 

y22i *sixr {«) -122 markierten Antikorper, die an der Oberflache fest ge- 

bmiden sind, in ihrer Beweglichkeit gehemmt sind. Dem- 
, zufolge ist deren Fluoreszenzlicht genau wie das Anre* 

Mit emer Wellenlange von X = 700 nm, einem Bre- gmigslicht in der gleichen Polarisationsebene ausgerich- 
chmigsmdex von ni =» 1^1 mid einem Brechmigsindex tet mid kann detekdert werden. 
vonn2 « 134 wird bei einem Einfallswinkel des lichtes ^ Im Gegensatz dazu wird das Fluoreszenzlicht der 
von a == 65* eine Eindringtiefe d von ca. 400 nm und bei Fluorophore der Antikorper, die nidit an der Oberfl§- 
emem Einfallswinkel a = 80* eine Eindringtiefe d von die gebonden smd und sich demzufolge frei bewegen 
ca. 173 nm erreicht Daraus folg^ dafi durch das cvanes- kdnnen, m anderen Polarisationsebenen ausgerichtet 
cente Feld nur solche Mariderungsstoffe optisdi ange- sein. Mit der Verwendung von polarisiertem licht zur 
regt werden konnen^ die sich in unmittelbarer Nahe der ^ Anregung kann das Fluoreszenzlicht der an den Anti- 
Grenzfiache befinden. FQr die Durchfuhrung der Fhio- kdrper oder Antigene gebundenen Fluorophore unter- 
reszenzimmunotests ei^gibt ach daraus, dafi ausschlieB- dreckt werden. die sich zwar in Reichweite des evanes- 
hch die Markierungsstoffe der Antikorper oder Antige- centen Feldes befinden. jedoch nicht an die Oberflache 
neangeregt werden, die auf der Oberflache der Grenz- gebunden sind Der VorteU der polarisierten Anregung 
nadie gebunden smd Die Fluoreszenzintensitat des von ^ und Detektion wird verstandlicfa, wenn die Abmessun- 
diesen Huorophoren emittierten lichtes ist damit direkt gen eines Antikorpers von ca. 10 nm ms Verhaltnis zur 
proportional zur Konzentration der an der Oberflache Eindringtiefe des evanescenten Fddes bis zu etwa 
gebundenen markierten Antikorper und je nach dem 500 nm betrachtet wird EHe Polarisation bd der Anre- 
benumen biodiemischen Assay proportional oder um- gung und Detektion, wobei daffir auch vor dem Detek- 
gekehrtpiioportional zur Antigenkonzentration. ^ tor ein Polarisator angeordnet wird, kann das Verhaltnis 

Die erfindungsgemaB ausgebildete Vorriditung ver- von Nutzrignal zu Hinteigrundsignal verbessem. 
wendet mmmehr mindestens eine Uchtqueile, die nahe- Die erfindungsgemaB ausgebfldete Vorrichtung weist 
zu monochromatisches Licht aussendet und dieses m gegenfiber den bisher verwendeten eimge wesentlidie 
eincm, die Endnngtiefed for das evanescente Few Vortefle auf. Sie verfugt uber einen sehr emfachen Auf- 

getauienWmkel a auf eine for dieses licht transparen- ^ bau, der geringe Anspriiche an die zu verwendenden 
te Bodenplatte nchtet Der Brechungsmdex m der Bo- optischen Bauelemente steflt und insbesondere bei der 
denplatte soUte ^Ber als 133 sein. Auf der anderen Einkopplung des Uchtes zur Anregung der Fluoropho- 
Seite der Bodenplatte wird zwischen einer Deckplatte re und/oder bei der Auskopplung des FluoreszenzKch- 
em kfivettenfSrmig ausgebildeter Aufriahmebereich tes keme gesonderten Anforderungen steDt AuBerdem 
ausgebddet Zwischen Bodenplatte und dem kCvetten- kdnnen die verschiedenstenbiochemischen Assays ohne 
f5rmig ausgebildeten Aufnahmebereich ist besagte weiteres durchgeffihrt und die wesentiichen Bestandtei- 
Grenzfl^heausgebildet und das evanescente Feld kann le kostengfinstig hergesteUt werden. so daB auch dn 
sich mit der vorgegebenen Eindringtiefe d innerhalb des einmaUger Gebrauch zumindest von Teflen ohne weite- 
kiivettenformigenAuftiahmebereichesaufandieOber- res mdghch ist AuBerdem wird die notwendlge Separa- 
flache gebundenen markierten Antikorpem Oder Anti- ^ tion der chemischen Komponcnten aus dem Probenvo- 
genen auswirken und die als Markierungsstoff vcrwen- lumen, von den an der Oberflache gebundenen Kompo- 
deten Huorophore anregea nenten,gewahrieistet 

Die so hervorgenifene Fluorcszenz wird mit der ent- Dies wird auch dadurch erreich^ daB Bodenplatte und 
spre^nden Intensitat mit emem Detektor gemesscn. Deckplatte sowie die dazwischen angeordneten Ab- 
Der Detektor ist dabei an der gleichen Seite der Boden- ^ standshalter aus einfachen und kostengfinstig beschaff- 
platte, wie die Lichtquefle angeordnet baren MateriaUen, die mit Standard-Technologien bear- 

Als Detektor kann dabei ein einzelner lichtempfmdli- beitet werden kdnnen, bestehea So konnen fur Boden- 
Cher Detektor, eme lineare oder eine flachenhafte An- und Dedcplatte Kunststoffe und fur den Abstandshaher 
ordnung von mehreren lichtempfindKchen Detektoren m gunstiger Form em biokompatiblcr Klebefihn einge- 

w^^i"- X. ^ T . . setztwerden,derbeidseitighaftendausgebildetisL 

Obwohl, bei der Verwendung von Laserdiodcn das Der Abstandshaher weist eine Dicke von 0,001 bis 

gesendete Licht nahezu monochromatisch ist, wird dn 10 ram,besonders bevorzugt 50 |mi auf und badetdurch 

schwacher spektralbreiter Fluoreszenzuntergrund un eine Aussparung den Aufnahmebereich fur die Probe 

Laserhcht beobachtet Aus diesem Grande wird vor- aus. 

zipweise jwisdien Lichtquelle und Bodenplatte ein ^ DaserfindungsgemaBeVerfahrenberuhtimwesendi- 

schmalbandiger Awegimgs^^ angeordnet, der bcvor- chen darauf, daB ein definiertes Probenvolumen durch 

zugt eme Spektralbandbreite < lOnm hat und nur den kavcttenfOrmigen Aufaahmebereich gefuhrt und 

Licht mdiescmengenbegrenztenWeDenlangenbereich dort einer Evanescentfeldanregung unterzogen wird. 
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wie dies bereits beschrieben wurde. Das Probenvolu- gebracht, auf der das Antigen Ag immobilisiert wurde. 

men kann dabei durch Saug- oder Druckwirkung durch Zur besseren VerdeutHchung ist diese Phase des Assays 

den kQvettenfSrmigen Auf nahraebereidi gdOhrt wer- durdi die gestrichelte linie in der DarsteUung getrennt 

den. Wobci CTsaty'k^ Kapillarkraftwirkung ausgenutzt An die immobilisierten Antigene Ag binden die noch 

werdenkann. ^ fireien markierten analytspezifischen Antikdrper Ak an. 

In einer Dedcplatte ist zumindest cine OfhiUQg vorge- wahrend die schon gebundcnen in der Ldsung oberhalb 

sehen, in die dn Probencontainer einsetzbar oder ange- der OberflSdie verbleiben. Die Menge der analytepea- 

ordnet ist, dabei ist die Offnung in der Declq)latte so fischen Antikdrper Ak, die an das auf der Obcrflache 

angeordnet, daB eine Verbindung zwischen Probenoon- inunobOisierte Antigen Ag gebnnden sind, ist umge- 

tainer und Aufnahmebereich herstettbar ist Zusatzlich w kehit proportional zur Antigenkonzentration, <fie nadi- 

ist eine zweite Offnung vorhanden, die ebenfalls mit gewiesenwerdensolL 

dem kuvettenfSmiigen Aufnahmebereich verbunden isL Die Menge, der an der Oberflache gebundenen mar- 
Die zweite Otfoung kann ebenfalls in der Deckplatte kierten analytspezifischen Antikdrper Ak kann durch 
vorgesehen sein. An diese zweite Offnung kann eine Evanescentfeldanregung und Messung der Fluores- 
cxteme Pumpe angeschlossen Oder eme eigene Pumpe ^ zenzintensititquantifiziertwerden. 
dngesetzt werden. Die eigene Pumpe besteht dabei be- Dieses MeBprinzip kann der Fig. 2 entnommen wer- 
vorzugt aus cinem zylinderfdrnugen HohUcorper, der den. Dabei wird durdi dn Medium mit dem Brechungs- 
passend in die zweite Of fhtmg emsetzbar ist und in dem index m, das spater bei der Beschreibung der Fig. 5 bis 9 
em Kolben angeordnet ist, der aus dem qiinderfSrmi- als Bodenplatte 1 bezcidinet wird, Licht mit einer Wel- 
gen HohlkSrper zur Erzeugung der Pumpwirkung her- lenUbige, nut der das Fluorophor ab Mailderungsstoff 
ausziehbar ist Am Boden des zylinderfdrmigen Hohl- angeregt werden kann, in cinem Wlnkelo parallel gcgen 
k5rpers kann ein saugfahiges Material, beispielsweise die als Grenzfladie 20 wirkende Oberflache, auf der die 
ein Vlies oder Papier angeordnet seia immobilisierten Antigene gebunden sind, geriditet Das 
Die Erfindung kann man weiter ausbilden, in dem in Mectium mit dem Brechungsindex ni ist hier unter der 
den berdts bezeichneten Probencontainer eine Hulse 25 Grenzflache 20 angeordnet 

einsetebar ist, ^e nach unten mit einer Membran abge- An dieser als Grenzflache 20 dienenden Oberflache 

schlossen sein kann. Dabei kdnnen auf der Membran erf olgt Totalreflexion und es bildet sich ein cvanescen- 

vorzugsweise Antigene immobilisiert sem und an der tes Feki oberiiaib dieser Oberflache aus, das die Anre- 

Innenwandung der Hulse befinden sich fur die Durch- gung der Fluorophore bewirkt 

fOhrung des Testes erforderlichemarkierteanalytspezi- 30 Der Fig. 2 ist dabei auch die Intcnsitat I mit dem 

fische Antikdrper. Kurvenverlauf 21 des evanescenten Feldes in AbhSn- 

Nadifolgend soD £e Erfindung beispielhaft iwher be- £^eit des Abstandes X von der als Grenzflache 20 

schrieben werden. wiricenden Oberflache dargestellt wobci ebdeutig zu 

Dabei zeigt: erkennen ist, daB sich die Intcnsitat 2t mit wachsendem 

Fig. 1 das MeBprinzip eines kompetitiven Assays; 35 Abstand exponentiell verringert 

Fig. 2 das MeBprin^p einer Fluoreszenzmessung mit Der Fig. 3 ist schematisch der Ablauf eines anderen 

Evanescentfeldanregung von oberflachen gebundenen Assayformates, eines sogenannten Sandwichass^ zu 

markierten Antikdrpem; entnehmen, wobci die Phasen wicder durch die einge- 

Fig. 3 das MeBprinzip der Duichfiihrung eines Sand- zeichnete gestrichelte Linie getrennt sind Dabd ist 

wichassays; ^ Voraussetzung, daB ein Paar von analytspezifischen An- 

Fig. 4 das Prinzip zur Durchf Qhrung eines verbesser- tikSrpem Ak existiert, die beide gleichzeitig an das Anti- 

'ten kompetitiven Assays; gen Ag binden kdnnen, ohne daB diese analytspezifi- 

Rg. 5 einen Teil der erfindungsgemaBen Vorrichtung schen Antikdrper Ak sfch g^enseitig behindem. Dabei 

zur Aufnahme der Probe; wird einer der beiden analytspeafischen Antikdrper mit 

Fig. 6 eine schematisdhe DarsteQung einer AusfOh- 45 emem Fluorophor markiert Der andere der anafytspe- 

rungsfonn einer erfindungsgemaB ausgcbUdeten Vor- zifischen AntiJcdrper Ak ist auf einer Oberfladie immo- 

richtung mit einer lichtquelle; bilisiert Hach der Reaktion und Obcrfiachenanbindung 

Fig. 7 erne schematische DarsteUung dncr zwdtcn des zweiten Antikdrpers werden die Fluorophore bd 

AusfflhrungsfonnmitzweiverwendetenLichtqucIlen; Bestrahlung mit licht einer bestimmten Wellenlange 

Fig. 8 die Anordnung eines Probencont»ners und ei- so dann angeregt und es wird ein Fluoreszenzsignal erhal- 

ner Pumpe an der erfindungsgemaBen Vorrichtung und ten, das bei dieser Form des Immunotests (firekt propcn*- 

Fig. 9 eine WeiterbOdung der Vorrichtung nach tional zur Antigenkonzentration ist Das hat den Vortcil, 

Fig. 8 mit einer zusatzlich einsetzbaren HQlse. daB bereits eine kleinere Antigenkonzentration ein er- 

Der Fig. 1 kann schematisch das MeBprinzip fOr die faBbares Signal erzeugt und auch kleine Anderungen in 

DurchfOhiwg dnes kompetitiven Assays entnommen 55 der Antigenkonzentration empfindlich erkannt werden 

werden. kdnnen. 

Eine bekannte Menge Fluorophor markierter analyt- Demgegenaber hat das berdts beschriebene kompe- 

spezifischer Antikdrper Ak wird mit einer unbekannten titive Assay (vergL Fig. 1) den Nachteil, daB kleine Anti- 

zu quantif^erenden Menge Antigenen Ag gemischt, genkonzentrationen bereits ein groBcs Signal erzeugen 

dabd muB die Menge der Antikdrper Ak groBcr sein, 60 und entsprechend kleine Anderungen nur schwer ge- 

als die Menge der Antigene Ag. Die markierten ana^- messen werden kdnnen. 

spezifischen Antikdrper Ak binden an die Antigene Ag Es ist allgemein bekannt daB beim Sandwicfaassay die 

und, da die Menge der markierten analytspe^fischen NachweisgrenzekldnerunddieEmpfindUdikdtgrdBer 

Antikdrper Ak grdBcr als die der Antigene Ag ist, blei- als beim kompetitiven Assay ist Der Sandwidiassay hat 

ben ungebundene marfcierte analytspezifiscfae Antikdr- ^ aber demgegenuber den Nachtei^ daB ein zwdter ana- 

per Ak Ober. Das so entstandene Gemisch aus nicht lytspezi^her Antikdrper Ak existieren muB imd dies 

gebundenen bzw. freien markierten analytspezifischen nur dann mdglich ist, wenn die Mohnasse des Antigens 
Antikdrpem Ak wird mit einer Oberflache in Kcmtakt AgwesentlichgrdBerals20ODalton ist Es kdnnen dem* 
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zufolge oiedennolekulare Antigene, wie beispielswdse 
Umweltscfaadstoffe so nicfat bzw. nur schwer nachge- 
wiesenwerden. 

Daraus folgt daB kompethive Assays universener 
einsetzbar sind, jedoch eine geringere Empfindlichkeit 
haben, wohingegen der Sandwichassay in diesen Punk- 
ten zwar besser ist jedoch nicht in alien Fallen einge- 
setztwerdenkann. 

In Fig. 4 ist das Prinzip eines neuartigen Assays be- 
schrieben, wobei bierzu noch nahere AusfQhrungen, ins- 
besondere fur die zu verwendende Vorrichtung bei der 
Beschreibung der Fig. 9 erfolgen sollen. 

Die Basis fur diesen neuartigen Assay bildet wieder 
der kompetitive Assay. Das Gemisch aus firden und ge- 
bundenen markierten analytspezifischen Andkdrpem 
Ak wird durch eine Membran 22, auf deren Oberfiache 
das entsprechende Antigen Ag immobilisi ert ist» gefuhrt 
Als Membranmaterial kann beispielsweise eine Nitro- 
zellulosemembran verwendet werdea An die dort im- 
mobilisierten Antigene Ag binden ausschlie0iich die 
freien raaiiderten analytspeziHschen Antikorper Ak an» 
wahrend die bereits gebiudenen die Membran 22 pas- 
sieren. Die Flflssigkrit im AnschluB an die Membran 22 
wird mit einer Oberfladie O in Kontakt gd>racbtp auf 
der ein Protein P immobilisiert ist Dieses Protein ist in 
der Lage unabh§ngig von der SpeziftdtSt des verwen- 
deten markierten analytspezifischen Antikdrpers Ak« 
diesen zu eiicennen und zu binden. Als Protein P kann 
beispielsweise Protein A oder ein anti-Antikdrper em- 
gesetzt werden. Das bei diesem Assay erhaltene Fluo- 
reszenzintensitatssignal verhalt sk;h entsprechend dem 
Sandwichassay und die Empfindlichkeit ist demzufolge 
gr66er und die mdgliche Nachweisgrenze entsprechend 
kleia 

In der Fig. 5 ist der prinzipielle Aufbau eines Teiles ' 
der erfindungsgemafien Vorrichtung dargestelit Die 
dort abgebtUeten drei Telle, die Bodenplatte 1, der Ab- 
standshalter 4 und die Deckplatte % konnen vor der 
Durchfilhrung des Fluoreszenadmmunotestes miteinan- 
der verbunden werden oder bQden bereits eine fertig * 
komplettierte Einheit und gleichen in ihrem Aufbau ei- 
ner DurchfluBzelle und einer MeBkuvette. 

Dabei besteht die Bodenplatte t aus einem hochbre- 
chenden transparenten Material, wie beispielsweise 
Glas oder einem Kunststoff, wie einem Polymer ^ 
(PMMA Oder PC) mit einem Brechtmgsindexni > 1^. 
Die Dicke der Bodenplatte kann in einem Bereich von 
Ofil bis 10 mm, bevorzugt zwischen 0^ und 1 mm Kiegen. 

Der Abstandshalter 4 ist bevorzugt eine dOnne Folie; 
die beidseitig mit emem KlebefUm versehen ist; Oder ein 
dinner Klebefifan und so einmal auf die Bodeiq)Iatte 1 
und zum anderen anf die Declq>Iatte 3 klebbar. Die 
gesamte Dicke des Abstandshahers inklu^ des ver- 
wendeten Klebemitteis sollte in einem Bereich zwischen 
OftOi bis 10 mm, bevorzugt zwischen 0,01 und 0,2 mm 
und ganz faesonders bevorzugt bei einer Dicke von 
50 ^m liegen. In den Abstandshalter 4 ist eine Durchbre- 
chung herausgearbeitet, die einen kfivettenfdrmigen 
Aufnahmebereich 2 ausbildet 

In der Fig, 5 ist auBerdem die Deckplatte 3 in der ^ 
durchgehende C^ungen 9 und 11, bei diesem Beispiel 
2ls Bohrungen ausgebildet, erkennbar. Auf deren Funk- 
tion wird sptter noch zuriickzukommen sein. Die Off- 
nungen 9 und It sind dabei so angeordnet, daB de zu- 
mindest teilweise den Bereich des Aufnahmebereiches 2 
des Abstandshalters 4 Qbergreifea Der Abstandshalter 
4 kann vorzugsweise auch aus einem biokompatiblen 
Klebefihn, der bevorzugt beidseitig mit einer abziehba- 
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ren Schutzschicht versehen ist und berdts kommerziell 
erhaltbar ist bestehen. 

In der Fig. 6 ist der prinzipielle Aufbau einer erfin- 
dungsgemiBen Vorrichtung erkennbar. Dabei wvd 
lidit emer Laserdiode 7 durdi efaien Polarisator 18, 
durch einen Anregungsfflter 19, der optisdi schmalban- 
dig ausgebildet ist, aitf den im Abstandshalter 4 ausge- 
bildeten Aufnahmebereich 2 fOr die Probe durch die 
Bodenplatte 1 gerichtet Neben der Totalreflexion an 
der Grenzfl^he 20 zwischen Bodenplatte 1 und Auf- 
nahmebereich 2 erfolgt im Aufnahmebereich 2 eine 
Evanescentfeidanregung; die Fluoreszenz der als Mar- 
kienmgsstoff verwendeten Fhiorophore hervorruft Das 
Fluoreszenzlicht gelangt von dort fiber emen Kolimator 
16 durch ein breitbandiges Filter 8, mit dem Streulicht 
der Laserdiode 7 vom Detektor 5 femgehalten wird, bei 
diesem Beispiel durch den dem Filter 8 nachgeordneten 
Polarisator 6 auf den Detektor 5, dem eine Blende 17 
vorgeschaltet ist Mit dem Detektor 5 wird die Fluores- 
zenzintensitat erfaBt und demzufolge der Fluoreszenz- 
immunotest durchgefuhrt und eine entsprediende quan- 
titative Bestimmung ermOglidit 

Das in der Fig. 7 dargestellte Beispiel einer erfin- 
dungsgemlB ausgebUdeten Vorrkfatung entspricht im 
wesentlichen dem vorab beschriebenen, in der Fig. 6 
gezeigten Beispiel Hierbei ist zusatzlich lediglich eine 
zweite lichtquelle 7', ein Filter 19' und ein Polarisator 
18' vorhanden. Die Lichtquelle 7' sendet Licht emer 
Wellenlange, die sich von der ersten Lichtquelle 7 unter* 
scheidet Auch bei diesem Beispiel wird vorzugsweise 
polarisiertes Licht verwendet Die in der Fig. 7 gezeigte 
Vorrichtung kann vorteilhaft eingesetzt werden, wenn 
unterschiedliche Markierungssto^e, die bei verschiede- 
nen Wellenlangen angeregt werden kdnnen, verwendet 
werdea Beispiele hierfOr sind die Fluorophore Cy5 und 
Cy7. Dabei wird zur Anregung des Fluorophor CyS dne 
Laserdiode mit emem Ucht einer Wellenlinge zwischen 
635 und 655 nm und fur die Fluorophore Cy7 eine Laser- 
cfiode» die Licht mit emer Wellenlinge zwbchen 730 bis 
780 nm sendet, verwendet 

Die Messung erfolgt bei dieser Ausfuhnmgsform in 
der Weise, daB die Dioden 7, 7' entweder altemierend 
geschaltet oder beispielsweise entsprediend synchroni- 
sierte Chopper eingesetzt werden, so daB gesichert is^ 
daB jeweils nur Lidit einer Lichtquelle 7 oder 7' zur 
Anregung auf die Probe gelangen kann und dadurch 
keine Verfalschungen auftreten. 

Da aber hierbei zwei verschiedene Fluoreszenz^gna- 
le das gieiche Filter passieren mOssen, kann ein breit- 
bandiges Filter 8 nicht mehr verwendet werdea Es soil- 
ten daher zwei FDter 9, 8' nachdnander angeordnet 
werden, <£e selektiv die Wellenlangen der anregenden 
lichtquellen 7, 7' sperrea HierfOr kdnnen z. B. Notch- 
Filter verwendet werdea 

Mit dieser Anordnung kann einmal ein Referenzsi- 
gnal erhalten werden, das erne interne Kalibrierung des 
MeBsignals ermdgiicht Zur Referenzmessung wird ein 
Referenzantikdrper, der nicht gegen ein Antigen aus der 
Probe gerichtet ist, verwendet Der Referenzantikdrper 
ist vorab quantifiziert und mit einem unterschledlichen 
Markierungsstoff vom zu bestimmenden analytspezifi- 
schen An^orper Ak unterscheidbar gemacht Die 
Menge der an die Oberfiache tatsachlich gebundenen 
Referenzantikarper kann mit einer zweiten lichtqueDe 
r, die Licht emer Fluoreszenz des untersdiiedlichen 
Markierungsstoffes hervorruft, emem zweiten Streu- 
Uchtfilter 8' und dem Detektor 5 bestimmt werdea Mit 
dieser Bestimmung kdnnen die Veriuste der nicht an die 
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Oberflache gebundenen markierten analytspezifischen Hohlkdrper 12 saugt Durch Kapiilarkrafte im Aufaah- 

Antikdrper Ak bzw, Antigene Ag berOcksichtigt wer- mebereich 2 und durch ein saug^iges Vlies wird der 

den. RuB aufrechtcrhaltcn. bis das gesamte Probenvolumen 

Neben der Gewinnung eines Referenzslgnales kda- durchdenAufhahmebereich2gefdrdertwordeiiistDer 

nen Bbcr aticfa zwd itf?ahh5ngig voaeinander laufende 5 zylmderfdmuge Hohlkdrper 12 ist aufgesetzt oder hat 

Immunotests duicbgeflibrt werden. wobei die Unter- em Loch im Boden, so daB eine Verbindung zum Auf- 

scheidmig an Hand der unterschiedlichen Fluoropbore nahmebereidi 2 vorhanden ist Dies kann durch die 

erf olgt zweite Ofinung f 1 in do- Declq>latte 3 realisiert werden. 

Vorteilhaft kann dne lineare oder fldchenhafte An- Es kann aber audi an <fie Offhung 11 eine exteme 

ordnung von lichtempfrndlichen Detektoren als Detek- andere Pumpe angeschlossen werden. 

tor 5 verwendet werden. Dadurch kdnnen parallel meh- Nadi Aufbringen der Probe (mit dem Probencontai- 

rere Analyte detektiert werdcn, wenn im Aufnahmebe- ner 10) muB eine cntsprediende Zeit gewartet werdeiv 

reidi 2 an unterschiodlidien Orten je nach biochemi- so daB die gewQnschte Bindung zwisdien den Antige- 

sdien Assay entweder unterschiedliche Antigene beim nen Ag und den markierten Andkdrpem Ak volistindig 

kompetitiven Assay oder unterschiedliche anatlytspen- is erfolgen kann. Im AnschiuB daran wird die Pumpe 12, 13 

fische Antikdrper beim Sandwichassay immobilisiert aktiviert und es wird gewartet bis die gesamte FlQssig- 

werden und entsprechend der Menge der untenchiedli- keit durch den Aufhahmebereidi 2 gepumpt worden ist 

chen Antigene oder Antikdrper unterschiedlicfa mar- Nach Anregung mit der UchtqueOe 7 bzw. den Licht- 

kierte analytspezifische Antikdrper sich im Probencon- quellen 7 imd T kann dann die Antigenkonzentration 

tainer 10 befinden. Die unterschiedlich markierten ana- bestimmt werden, wobd der erfindungsgemafieAufbau» 

lytspezifischen Andkdrper werden entsprechend des wie er in den Fig. 6 und 7 dargestellt worden ist, ange- 

biochemischen Assay an unterschiedlichen Orten im wendet werden soil 

Aufhahmebereich 2 anbinden und durch die Abbildung Der Aulbau, wie er bisher dai^estellt und besdirieben 

des Ruoreszenzlichtes mit Hilfe des KoUimators 16 auf worden ist kann fOr die verschiedensten biochemische 

die iineare oder flidienhafte Anordnung von mehreren 25 Assay's genutzt werden. 

lichtempfindlichen Detektoren wird das Fluoreszenz- Beim kompetitiven Assay befinden sich im Proben- 

Ccht CHlsaufgeldst detektiert Dies ermdglicht bei der container 10 nicht immobilisierte mit einem Fluorophor 

Verwendung von nur einem M arkierungsstoff, wie z. E markierte analytspezifische Antikdrper Ak und im Auf- 

Cy5 (fie onabhangige und parallele Quantifizierung von nahmeberek:h 2 auf der Bodenplatte 1, die aus dem 

mehreren Analt^enauseiner Probe. Der in den Figuren 30 hodibredienden das oder dnem Polymer oder ande- 

dargestellte Detektor 5 wird dann durch eine entspre- rem geeigneten KunststofF besteht ist das entsprechen* 

chende Anordnung mehrerer lichtempfindficher Detek- de Antigen Ag immobilisiert 

toren gebildet Die Probe wird dann in den Probencont^ner 10 ge- 

In der Fig. 8 ist dargestellt wie ein Probenoontainer fullt tmd der Ana^ bindet sich an den markierten Anti- 

10 zur Offnung 9 in der Deckplatte 3 angeordnet ist und ^ kdrper Ak. Nach der Reaktion wird die Pumpe 12, 13 

so eine Verbindung zwisdien Probenoontainer 10 Ober aktiviert und die noch freien marlderten Antikdrper bin- 

Offhung 9 zum Aufoahmebereich 2 herrstellbar ist Da- den an das immobilisierte Antigen Ag im Aufnahmebe- 

bei biidet der Probenoontainer 10 den BehSher, in dem reich 2 auf der Bodenplatte 1. Die entsprechende Menge 

die bekannte Menge mit dem Markierungsstoff Fluoro- an markierten analytspezifischen Antikdrpem Ak mit 

phormarkierter Antikdrper Akin der zubestimmenden ^ der Messung d^ Huoreszenzintensitat kann quantifi- 

Probe vermischt werden. Dabei ist es wesentlich, daB ziert werden, wie dies bereitsbeschrieben worden ist 

der Probenoontainer 10 das Probenvolumen eindeutig Ein weiteres biochemisches Assay, kann wie folgt 

definiert und nur so mit emem festen und bekannten durcfagefiihrt werden. Auf dem Boden des Probenoon- 

Probenvolumen erne quantitative Aussage uber die An- tainers 10 befindet sich erne Membran (nicht darge- 

tigenkonzentration erhalten werden kann. Der Proben- <s steOt), auf der das Antigen Ag immobilisiert ist-und an 

container 10 muB daher nnmer mit der gleichen Menge den Wanden des Probencontainers 10 befinden sich ly- 

befOllt werden, um reproduaerbare Ergebnisse erhahen ophilisierte mit einem Fluorophor markierte analytspe- 

zu kdnnen. Gfinstig sdlte er dabet immer masdmal be- zSische Antikdrper AL An der Oberfl3die der Boden- 

fullt werdea Bei ^en durchfuhrbaren Assayformaten platte 1, die aus einem bereits bezdchneten Material 

befindet sich der spezifisdie Antikdrper Ak jeweils auf 50 besteht ist z. & ein anti-Antikdrper oder Protein A, der 

der Oberflache des Probencontainers 10 und durch den gegen den analytspezifischen Antikdrper Ak gerichtet 

iContakt mit der flus^gen Probe Idst sich dieser von der ist immobilisiert Die Probe wird dann in den Proben- 

Oberflache und gelangt in die Proba Eine einfache und container 10 gefullt und die Antikdrper Ak binden an 

bereits bekannte Metfiode besteht darin, lyophilisierte den Analyten. Nach der Reaktion wird die Pumpe 12, 13 

Antikdrper auf die OberflSlche des Probencontainers 10 ^ aktiviert und die noch freien AntikOTper Ak binden an 

aufzubriogen. Dadurch wird es mdglich, das Ganze rela- die Antigene Ag auf der Membran. Die analytgebunde- 

thr lange vor der eigentlichen DurdifCLhrung des Im- nen AntDcdrper werden auf der Oberflache im Aufnah- 

munotests zu lagem. Der Aufhahmebereich 2 definiert mebereich 2 gebunden und cfie entsprechoide Menge 

die Oberflache auf der Bodenplatte 1, auf der je nach kann dann, wie bereits beschrieben, unter Ausnutzung 

Assayformat die jeweils entsintdienden chenuschen 60 derEvanesoenzfeManregungquantifiziertwmien. 

Oder biochemischen Substanzen unmobOisiert werdea Wichtig ist bei alien biochemisdien Assays^ daB sich 

In der Fig. 8 ist ebenfalls em zylinderfdrmiger Hohl- im Probencontainer 10 em relativ groBes Probeovolu- 

kdrper 12, in dem ein Koll>en 13 aufgenommen ist dar- men befindet das vollstandig an der Meinen, durch den 

gestellt die beide zusammen- als Pumpe dienen. Wird Aufhahmebereich 2 gebfldeten MeBoberfldche vorbei 

der IColben 13 aus dem z^derfdnnigen Hohlkdrper 12 ^ gepumpt wird. Da die Hdhe des Aufhahmebereiches 2 

herausbewegt entsteht ein Unterdrudc, der Probenma- verhaitnismiBig klein ist kann dayon ausgegangen wer- 

terial aus dem Probencontainer 10 durch den Aufnah- den, daB die entsprechenden Antikdrper Ak (freie beim 

mebereich 2 in Riditung auf den ^ylittderfdrmigen kompetitiven Assay und gebundene bdm Sandwichas- 
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say) mit Sicherheit durch die Prozesse Konvektion und 
Diffusion an die Oberflache gelangen und dies fiber ei- 
nen groBen Bereich an FIuBgeschwindigkeiten der Pall 
ist Dadurch kann einmai dne Anretdierung der And- 
kdrper Ak an der Oberflache und zum anderen erne 
stabile Betriebssicherheit erreicht werdea so daS der 
ProzeB nahezu unabhSngig von der Geschwindigkeit 
der Durchstrdmung ist 

In der Fig. 9 ist ein weiteres mdgtiches Ausfflhnmgs- 
beispiel der Vorrichtung wiedergegebcn, mit dem bio- 
chemische Assay's durdigefufart werden kdnnen» wie 
das bereits bei der Beschrdbung der Fig. 4 prinzipieH 
beschrieben worden ist 

Dabei wird zusatzlich etne in den Probenoontainer 10 
dnprefibare HQlse 15 verwendet Die HQlse 15 ist nach 
unten mit einer Membran 23 abgesdilossea Auf der 
Oberflache der Innenseite der HQlse 15 befindet sich der 
lyophilisierte analytspezifische Antikdrper und ggf. der 
Referenz-Antikdrper und auf der Membranoberflache 
ist das entsprechende Antigen immobilisiert In diesem 
Zustand kann das Ganze uber eine langere Zeit gelagert 
werdea Fflr die DurchfOhrung dieses Tests n^ den 
Fig* 4 und 9, wird bevorzugt die in der Fig. 7 dargesteli- 
te Vorrichtung eingesetzt wobei die unterschiedlichen 
Antikoiper Ak bzw. der Referenz-Antikdrper mit un* 
tersduedlidien Fluorophoren markiert werdea Die 
Quantifizierung erfolgt dann in der bereits beschriebe- 
nenPomL 

Auch bei dem in Fig. 9 gezeigten Beispiel kann wie- 
der ein z^derfonniger Hohlkdrper 12 mit eingesetz- 
tem Kolben 13 verwendet werdea wie dies bereits bei 
dem in Fig; 8 gezeigten Beispid beschrieben worden ist 

Patentanspr^e 

1. Vorrichtung zur Durchfuhrung von Fluoreszenz- 
immunotests mittels Evanescentfeldanregung, mit 
mmdestens einer nahezu monochromatisdies lidit 
aussendenden Lichtquelle (7, 7% die Lichtstrahlen 
mit emerPluoreszenz dues am Antikoiper gebun- ^ 
denen Markxerungsstoffes hervomif enden Wellen- 
lange, in emem durch eine vorgebbare Eindringtie- 
fe d ftir das evanescente Feld bestimmenden Win- 
kd a auf eine GrenzflSche (20) zwischen dner op- 
tisch transparenten Bodenplatte (1) aus Material, ^ 
dessen Brechungsindex ni groBer ist als der Bre- 
chungsmdex n2 des Materials oberhalb der Grenz- 
fI§che(20Xrichtet, 
dadufch gekennzdclmet» 

daBdasIichtauf einenkcivettenfomugausgebilde- ^ 
ten Aufhahmebereich (2) gerichtet ist, ein Proben* 
container (10) zur Aufnafame der Probe in eine er- 
ste Oflhung (9) einsetzbar oder so angeordnet ist, 
daB dne Verbindung zwischen kavettenfdrmigen 
Aufoahmebereicfa(2)undProbencontainer(10)ge- ^ 
bildet ist und eine zweite Offnung (11) b Verbin- 
dung mit dem kavettenfdrmigen Aufnahmebereich 
(2) steht wobei der Auhiahmebereich (2) auf der 
entgegengesetzt zur Bodenplatte (1) angeordneten 
Seite mit einer Deckplatte (3) abgedeckt ist, und ^ 
ein Detektor (5) zur Erfassung des Fluoreszenzlich- 
tes gleichseitig zur Bodenplatte (IX wie die licht* 
quelle (7, 7^) angeordnet ist 
2» Vorrichtung nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zelchnet, daB der kQvettenfdnnige Aufhahmebe- ^ 
rdch (2) eine Dicke zwischen 0,001 und 0,5 mm auf- 
weist 

3. Vorrichtung nach Anspruch 1 oder Z dadurch 



gekennzeichnet, daB die Bodenplatte (1) und Deck- 
platte (3) mh &aem Abstandshalter (4X in dem der 
kQvettenfdnnige Aufnahmebereich (2) ausgebfldet 
ist; verbunden sind 

4. Vorrichtung nach einem der Ansprucfae 1 bis 3, 
dadurdi gekennzeichnet, daB die Li€htquelle(n) (7, 
7^) etne oder mehrere Laserdiode(n) ist/sind. 

5. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis 4, 
dadurch gekennzeichnet, daB die LichtqueIIe(n) (7, 
7^ polarisiertes Ucht aussendet/aussenden und vor 
dem Detektor (5) ein Poiarisator (6) angeordnet ist 

6. Vorrichtung nadi emem der Anspruche 1 bis 5, 
dadurch gdcennzeichnet, daB un Strahlengang di- 
rekt hmter der/den lichtquelle(n) (7, 7') jeweils dn 
optisches Filter (19, 19*) angeordnet ist 

7. Vorrichtung nadi emem der Anspruche 1 bis 6, 
dadurch gekennzdchnet daB vor dem Detektc^ (5) 
mmdestens dn optisches FUter (8, 8) angeordnet 
ist 

8. Vorrichtung nadi einem der Anspruche 1 bis 7, 
dadurch gekennzeichnet, daB der Detektor (5) erne 
lineare oder flachige Anordnung mehrerer lidit- 
enpfindlicher Detdctoren ist 

9. Vorriditong nach Anqnruch 1, dadurch gekenn- 
zdchnet daB dne zweite Liditqudle (70 Licht ei- 
ner Fluoreszenz eines zweiten Markierungsstoffes 
hervorrufenden Wellenlange sendend vorhanden 
ist, und das Licht beider Lichtquellen (7, 7") altemie- 
rend auf den Aufnahmebereich (2) richtbar ist 

la Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 9, 
dadurch gekennzdchnet, daB der/die Markierungs- 
$to!f(e) Fluorophore ist/smd. 
i 1. Vorrichtung nach einem der Anspruche 1 bis iO, 
dadurch gekennzeichnet, daB die Bodenplatte (1) 
aos optisch transparentem Material wie Glas oder 
einem Kunststoff besteht 

12. Vorrichtung nach einem der AnsprOche 1 bis 1 1, 
dadurch gekennzdchnet daB an <fie zwdte Off- 
nung (11) dne Pumpe anschlieBbar oder an (fiese 
einsetzbar ist 

13. Vorrichtung nach Anspruch 12, dadurch ge- 
kennzeichnet daB in die zweite Offnung (11) ein als 
Pumpe wirkender zylinderfdrmiger Hohlkdrper 
(12) mit einem Kolben (13) einsetzbar ist 

14. Vorrichtung nach Anspruch 13, dadiu'ch ge- 
kennzeichnet daB im Boden des zyiinderformlgen 
Hohlkdrpers (12) ein saugfiLhiges Material (14) an- 
geordnet ist 

15. Vorrichtung nach einem der Anspriiche 1 bis 14» 
dadurch gekennzeichnet daB in den Probenoontai- 
ner (10) dne HOlse (15^ an deren Innenwandung 
sk:h Antikdrper befindea einsetzbar ist 

16u Vorriditung nach Anspruch 18, dadurch ge- 
kennzdchnet daB die Hulse (15) nach unten mit 
einer Membran (23X auf der Antigene immobilistert 
sind, abgeschlossen ist 

17. Verfahren zur DurchfOhrung von Fluoreszenz- 
immunotests mittels Evanescentfeldanregung, bei 
dem ein Probenvolumen mittels Saug- oder Druck- 
wirkung durch den kuvettenfdrmigen Aufnahme- 
bereich (2) gefOhrt die je nach biochemischen As- 
say zu bestimmenden tComponenten an der Ober- 
flache im Aufhaluneberdch (2) gebunden und 
durch Evanescentfeldanregung mit einem Detektor 
(5) das Fluoreszenzlicht besthnmt wird; und dne 
Referenzmessung mit emem Referenzantikdrper, 
der nidit gegen dn Antigen aus der Probe gerichtet 
ist und eine untersdiiedliche Maridenmg gegen- 



DE 196 28 002 

13 

fiber dexn analytspezifischen Antikorper hat und 
dabei die Menge der Referenzantikdrper durch die 
zweite LichtqueUe (7') und einem zweiten Streu- 
liditfilter (80 mit dem Detektor (5) quantifizierbar 
ist, durcbgefOhrt wird. ^ 
1& Verfahren zur Duichfiihning von Fluoreszenz- 
immimotests mittels Evanescentfeldanregung; bei 
dem ein Probenvolumen mitteb Saug- oder Drudc- 
wtrkung durch den kuvettenformigen Aufnahme- 
bereich (2) gefuhrt, die je nach biochemischen As- 
say zu besdmmenden Komponenten an der Ober- 
fliche im Aufnahmebereich (2) gebunden und 
durch Evanescentf eManregung mit einem Detektor 
(5) das Fluoreszenzlicht bestimmt wird; und zwei 
verschiedeneanunterschiedlkrheMarkierungsstof-- ^ 
fe gebundene analytspezifisdie Andkdrper mit 
zwei Lichtquelien (7, 7% die licht mit Welleni^- 
gen» die Fluoreszenz des jeweiligen Markierungs- 
stoffes hervomifen, bestimmt werden so daB zwei 
unter^edliche Analyte aus einer Probe mit der 20 
Detektion der jeweiligen Huoreszenzintenatftt 
quantiHziert werden. 

19. Verfahren zur Durchfuhnmg von Fluoreszenz- 
immunotests mittels Evanescentfeldanregung, bei 
dem ein Probenvolumen mittels Saug- oder Druck- 25 
wirkung durdi den kOvettenformigen Aufnahme- 
bereich (2) gefOhrt, die je nach biodiemisdien As- 
say zu bestimmenden Komponenten an der Ober- 
flache im Aufoahmebereich (2) gebunden und 
durch Evanescentfeldanregung das Fluoreszenz- 30 
Ucht bestimmt wird; und im Aufnahmebereidi (2) 
entsprechml dem durcfazuKihrenden biochoni- 
schen Assay, an unterschiedlidien Orten unter- 
scfaiedliche diemisdie oder biodiemische Substan- 
zenhnmobifisiertundentsprechendderAnzahlder 35 
Substanzen markierte analytspezifische Antikor- 
per im ProbenoonUuner (10) enthalten sind» wobei 
die Detektion der unterschiedlichen Antigene aus 
der Probe mit mehreren Imear oder flachenhaft an- 
geordneten Uchtempfmdlidien Detektoren durch- ^ 
gefOhrtwird. 
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